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(57) Abstract 

The invention concerns a GDP-mannosc- 
pyrophosphorylasc. The aim of the invention is to 
produce a GDP-mannosc-pyrophosphorylase which 
can be obtained for an acceptable outlay and does 
not cause problems, in paiticular because of its 
monofiinctionality, in continuous multiple stage processes. 
To that end. a mannose- or mannose-derivative-specific 
ODP-mannosc-pyrophosphorylasc, which can be isolated 
from microorganisms and has a specific activity of > 2 
U/mg, is prepared. 

(57) Zusanunenfassur^ 

Die Erfindung betrifft einc GDP-Mannosc- 
Pyrophosphorylasc. ZicI dcr Erfindung war eine 
mit wirtschaftlich tragbaiem Aufwand erzielbare 
GDP-Mannose-Pynophosphorylase, die insbesondcre 
wegen ihrer Monofunktionalitat in kontinuicrlichen 
mehrstufigen Prozessen ttbcr langere Zeit nicht zu 
Problcmcn fUhit. Zu dicsem Zweck wird cine Mannose- 
bzw. mannosederivatspezifische, aus Mikioorganismen 
isolieitMue GDP-Mannose-Pyrophosphorylase mit eincr 
spczifischcn Aktivitat > 2 U/mg bcrcitgestclli. 
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Beschreibung 

Enzymatisches Verfahren zur Herstellung von GDP-a-D- 
Mannose, dafiir geeignete Enzyme und deren Gewinnung so- 
wie Enzymtest 



Gegenstand der Erfindung ist eine neue bezuglich des 
Hexoserests monof unktionelle GDP-Mannose-Pyrophosphory- 
lase (GDPMan-PP) mikrobiellen Ursprungs mit einer spe- 
zifischen Aktivitat ^ 2 U/mg und sie umfalSt ein Verfah- 
5 ren zur Gewinnung derselben sowie deren Verwendung zur 

Herstellung von GDP-Mannose. 

Die GDP-Mannose gehort zu den derzeit umfanglich unter- 
suchten aktivierten Zuckern, die mit Glycosyltransfera- 
10 sen 2u Oligosacchariden umgesetzt werden konnen. Sie 

bildet au&erden\ das Ausgangsmaterial fur die Gewinnung 
von GDP-Fucose. 



Die GDP-Mannose- Pyrophosphorylase ist seit langem be- 
15 kannt . Sie kann aus unterschiedlichen Quellen isoliert 

werden: So wurde bereits 1964 von Preiss u.a. {J.Biol. 

Chem. 222. (1964) 3119-26) uber die Isolierung des En- 

zyms aus Arthrobacter sp. berichtet . D . Shinabarger u.a. 

(J.Biol. Chem. 2££ (1991) 2080-88) beschreiben die Iso- 
20 lierung einer multif unktionellen GDP-Man-PP aus Pseudo- 

monas aeruginosa mit Phosphomannose- Isomerase- und Py- 

rophosphorylase-Aktivitat . 
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Eine aus Sauget ier-Driisen isolierte GDP-Man-PP kataly- 
siert sowohl die Synthese von GDP-Mannose als auch von 
GDP-Glucose. Aus Schweineschilddrusen wurde eine 
5 70.000-fach auf gereinigte CDP-Man-PP gewonnen, die kei- 

ne GDP- Glucose- Synthese -Aktivi tat zeigte. 

T. Szumilo u.a. (J. Biol. Chem. 2£a (1993) 17943-50) 
berichten liber die Isolierung und 5000-fache Aufreini- 
10 gung von GDP-Man-PP aus Schweineleber , wobei aus 1 kg 

Leber 4 mg Enzym mit einer spezifischen Aktivitat von 
9,25 U/mg in mehrstuf iger Reinigung erzielt wurden. 
Auch dieses Enzym katalysiert sowohl die Bildung von 
CDP-Mannose als auch von GDP-Glucose. 

15 

In jungerer Zeit dient als GDP-Man- PP-Ouelle vornehm- 
lich Hefe (S. cerevisiae) , und das Enzym wird itn allge- 
meinen nicht besonders aufgereinigt (P.Wang u,a, in J. 
Org. Chem. ^ (1993) 3985-90). In der W093/0820 Al wird 
20 iiber eine Anreicherung von GDP-Man-PP aus Hefe berich- 

tet, bei der aus einem Hef ezell-Extrakt durch fraktio- 
nierte (NH4) 2S04-Fallung und Dialyse eine Enzymlosung 
mit einer Aktivitat von 0,1 U/ml erhalten wurde. 

25 Zusammenf assend kann mithin festgestellt werden, daS 

die kommerziell nicht verfugbare GDP-Man-PP entweder 
mit sehr grofiem Aufwand isoliert oder in nicht oder nur 
teilgereinigter Form eingesetzt worden ist, wobei un- 
terschiedliche Formen mit z.T. Multif unktionalit§ten 

30 vorlagen. 
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Ziel der Erfindung ist daher eine mit wirtschaf t lich 
tragbarem Aufwand erzielbare GDP-Man-PP, die insbeson- 
dere auch wegen ihrer Monof unktionalitat in kontinuier- 
lichen mehrstuf igen Prozessen uber langere Zeiten nicht 
2u Problemen f uhrt . 



Die zu diesem Zweck entwickelte GDP-Man-PP entspricht 
dem Patentanspruch 1.- Weitere Besonderheiten der Er- 
findung ergeben sich aus den Unteranspruchen . 

Die GDP-Man-PP wird insbesondere aus einem rekombinan- 
ten Stamm von Mikroorganismen wie Hefen, B. subtilis- 
und E, coli-Stammen sowie ggf auch Zellinien animali- 
schen Ursprungs, die zur gentechnologischen Modifikati- 
on unter Bildung von Produktionsstammen geeignet sind 
und in die gentechnologisch manipulierte Plasmide der 
an sich bekannten Art aber mit dem fiir die gewunschte 
Bildung von GDP-Man-PP kodierenden Gen eingeschleust 
sind, gewonnen, in dessen Rohextrakt das Enzym bereits 
in erheblicher Konzentration vorhanden ist, so dag der 
Aufwand fur die Aufarbeitung und Reinigung im Hinblick 
auf eine gewerbliche Produktion durchaus tragbar wird. 

Die nachstehende Tabelle zeigt die in unterschiedlichen 
Enzymquellen vorhandenen Enzymgehalte im Rohextrakt, 
die nach Aufreinigung erhaltenen spezifischen AktivitS- 
ten (soweit bekannt) und die Funkt ionalit^t des erhal- 
tenen Enzyms. 
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Vergleich der Enzymquellen fiir GDP-Mannose Pyrophospho- 

rylase 



Enzym quelle 


Spezif ische 
AktivicAcen 
Rohextrakt 
(U/mg Protein) 


Spezi£ische 
Aktivitat nach 
Reinigung 
(U/wg Protein) 


Berne rkung zur 
Spezif it4t bzw . 
Funk t Lona 1 i t A t 


Hefe (nach 
Munch -Petersen 
1962) 


0, 0167 


1, 32 


Mannose- 1- 
Phosphat 


Schweineleber 
(nach Szumilo et 
al. 1993) 


0, 0019 


9. 25 


{Glucose-1- 
Phosphat und 
Mannoae-1- 
Phosphat 


Pseudcmonas 
aeruginosa 
(Shinabarger et 
al. 1991) 


0,397 


6,12 


Bif unktionelles 
Enzym aus GDP- 
Man-pp und 
Phosphovnannoae 
isomerase 


Escherichia coll 
(Wildatatwn) 

elgene Neasung 
mic KUSSA 


0.0034 






Rekombinanter E. 

coll Stamm 
erf indun g sgeroifi 


0, 370 


2,3 


Mannose-1- 
Phosphat 



Literatur: A. Munch- Petersen (19€2) Meth. Bnzymology Vol . V, 171-174. 

szumilo et al . (1993) J. Biol. Chem. 268, 17943-17950. 
Shinabarger et al. (1991) J. Biol. Chem. 266, 2080-2086. 



Man erkennt deutlich die Uberlegenheit der erfindungs- 
gemafien Strategic der Bereitstellung einer ergiebigen 
Enzym<5uelle fur ein mono f unktionelles ("mannose- 
spezif isches" ) Enzym. 



Dieses Enzym ist fiir die Gewinnung von GDP-Mannose in 
groSeren Mengen einsetzbar, wobei zweckmafiigerweise von 
dem billigeren Mannose- 6 -Phosphat ausgegangen wird, das 
zunSchst mit Hilfe von Phosphomannomutase in Mannose- 1- 
Phosphat umgewandelt wird. 
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Sowohl GDP-Man-PP als auch Phosphomannomutase werden 
insbesondere ausgehend von Produzenten-Stammen erhal- 
ten, welche die entsprechende Gene (rfbM bzw. rfbK) 
nach Inserierung derselben in ein Plasmid und Ein- 
5 schleusung desselben in den jeweiligen Produzenten- 

Stamm enthalten, gemaS folgender Strategic: 



1. Amplif ikation der Gene mit PGR (Vent -Polymerase) 

10 

- Nach chemischer Synthase von Primer anhand der be- 
kannten Gensequenzen werden die Gene mittels PGR mit 
der Vent -Polymerase amplif iziert . 



15 2. Klonierung der Gene in das Plasmid pUC18 

(blunt -end mit Enzym Sma I) 
Anzucht in E. coli DH5a 

- Nach Auftrennung der amplif izierten Gene in einem Ag- 
20 arosegel und Isolation der Gene aus diesem Gel werden 

die Gene jeweils mit dem Vektor pUClS ligiert 
(gekoppelt) , der zuvor mit Sma I (Restriktionsenzym) 
zur stumpf endigen (blunt -end) Linearisierung hydroly- 
siert wurde. Die ligierten Vektoren werden in einen 
25 fur die DNA-Aufnahme vorbereiteten Stamm E. coli DH5a 

transf ormiert und die Zellen auf einem festen Nahrme- 
dium aufgezogen. 

- Die positiven, transtormierten Kolonien (weifie Kolo- 
nien auf der Agarplatte) werden isoliert und erneut 

30 wie oben angezogen. 
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3. Klonierung der Gene in den Expressionsvektor pT7-6 
uber EcoRI und BarnHI Schni ttstellen 
Anzucht in E. coli BL21(DE3) 

5 

- Aus den positiven Transf ormanden wird das Plasmid 
(Plasmid pUC18 + inseriertes Gen rfbM oder rfbK) iso- 
liert, mit den Enzymen EcoRI und BarnHI hydrolysiert . 
Ebenso wird der Expressionsvektor pT7-6 mit den Enzy- 

10 men EcoRI und BamHI hydrolysiert . 

- Nach der Ligation von pT7-6 mit dem isolierten Gen 
rfbM Oder rfbK wird ein zur DNA-Aufnahme vorbereite- 
ter Stamm von E. coli BL21 {DE3) mit diesen jeweils 

15 transf ormiert. Die Transf ormanden werden auf festera 

Nahrmedium angezogen. 

- Nach Isolation von einzelnen Kolonien und erneuter 
Anzucht auf einem festen Nahrmedium wird zur Kontrol- 

20 le das jeweilige Plasmid mit dem jeweiligen Gen iso- 

liert und hydrolysiert. 

- Die positiven Transf ormanden werden erneut auf einem 
festen Nahrmedium angezogen und anschlieSend konser- 

25 viert . 

Nachfolgend wird die Erfindung mehr im einzelnen und 
anhand spezieller Ausfiihrungsdetails erlautert . 
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Die Biosynthese aktivierter Zucker, insbesondere GDP- 
alpha-D-Mannose, verlauft in vivo oft ausgehend von ei- 
nem Monosaccharid saccharid (zum Beispiel Mannose) , das 
an C6 phosphoryliert wird. Das Zucker- 6 -Phosphhat (zum 
Beispiel Mannose- 6 -Phosphat ) wird mit Hilfe einer Phos- 
phomutase (EC 5.4.), insbesondere hier eine Phosphoman- 
nomutase (EC 5.4.2.8), umgesetzt in ein Zucker-1- 
Phosphat . 

Mannose - 6 - Phosphat Mannose - 1 - Phosphat ( I ) 

Pyrophosphorylasen, die zu den Nucleotidyltransf erasen 
gehoren (EC 2.7.7), insbesondere hier die GDP-alpha-D- 
Mannose-Pyrophosphorylase (EC 2.7.7.13) katalysieren 
den Transfer einer Nucleotidylgruppe von einem Nucleo- 
sidtriphosphat auf ein Zucker- 1- Phosphat unter Freiset- 
zung von anorganischem Pyrophosphat (siehe Feingold und 
Barber, 1990, in Methods in Plant Biochem. 2, 39-78), 
insbesondere die folgende Reaktion (II) 

Mannose- 1 -Phosphat + GTP GDP-Mannose + PP^ (II) 

Pyrophosphorylasen stellen Zuckernucleotide als 
Substrate fur Glycosyltransf erasen (EC 2.4.), die den 
Zuckeranteil auf einen Akzeptor ubertragen (siehe z.B. 
Ginsberg, V. (1964) in Adv. Enzymol . 26, 35-88, oder 
zur Synthese anderer sekundarer aktivierter Zucker, 
insbesondere hier die GDP-15-L-Fucose , bereit 
(Yamamoto, K. , 1982, in Agric. Biol. Chem. 48, 823-824 
und 1993, in Arch. Biochem. Biophys . 300, 694-698). 
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Da die chemische Synthase oftmals schwierig und mit 
niedrigen Ausbeuten verbunden ist, findet die enzymati- 
sche Synthase imnter mehr Anwendung. 
Die Phosphomannomutase (EC 5-4.2.8) und die GDP- 
5 Mannose-Pyrophosphorylase (EC 2.7.7.13) warden bisher 

in verschiedenen Quellen nachgewiesen. 
Die GDP-Mannose-Pyrophosphorylase wurde erstmals 1956 
von Munch-Petersen aus Backer-Hefe partiell isoliert, 
wobei die Menge an verEugbarem Enzym je nach Hefecharge 

10 stark schwankte (Munch-Petersen, 1956, Acta Chem. 

Scand. 10, 928) . Das Enzym wurde 1962 von Preiss und 
Wood (in J. Biol. Chem. 239 (10), 3119-3126) aus Ar- 
throbacter sp. isoliert. Die Autoren konnten jedoch 
nicht ausschlieSen, daS die zahlreichen umgesetzten ak- 

15 tivierten Zucker nicht auf Nebenreaktionen anderer Py- 

rophosphorylasen zuruckzuf uhren sind. In Pseudomonas 
aeruginosa und Rhodospir ilium rubrum wurde ein bifunk- 
tionelles Enzym, GDP -Mannose-Pyrophosphorylase gekop- 
pelt mit Phosphomannose-Isomerase-Aktivitat , gefunden 

20 (Shinabarger et al . , 1991, in J. Biol. Chem. 266 (4), 

2080-2088 und Ideguchi et al . , 1993, in Biochimica et 
Biophys, Acta 1172, 329-331) . Auch aus eukaryotischen 
Quellen wurde die GDP -Mannose-Pyrophosphorylase iso- 
liert (Szumilo et al . , 1993 in J. Biol. Chem. 268 

25 (24), 17943-17950). Die festgestellten Aktivitaten, Um- 

satz zu GDP-Glucose (100%), IDP-Glucose (72%) und GDP- 
Mannose (61%) , lassen vermuten, daS es sich eher urn ei- 
ne GDP-Glucose-Pyrophosphorylase handelt (EC 2.7.7.34). 

30 Die Phosphomannomutase (EC 5.4.2.8) wurde bisher nur im 

Zusammenhang mit der Alginat -Biosynthese betrachtet 
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(Sa-Correia et al . , 1987, in J. Bacteriol . 169, 3224- 
3231 und Goldberg et al., 1993, in J. Bacteriol. 175 
(3) , 1605-1611) . 

5 Die enzymatische Synthase von GDP-Mannose wurde bisher 

von Simon et al . , 1990 in J. Org. Chem. 55, 1834-1841, 
Wong et al., 1993 in WO 93/0820, Wang et al . , 1993 in 
J. Org. Chetn. 58, 3985-3990 und Palanka und Turner, 
1993 in J. Chem. See. Perkion Trans 23 (1), 3017-3022, 
10 beschrieben. Diese Arbeitsgruppen verwenden alle eine, 

nach der von Munch- Petersen 1956 beschriebenen Methode, 
aus Hefezellen gewonnene Proteinpraparation und synthe- 
tisieren GDP-Mannose ausgehend von Mannose-l-Phosphat , 
das zuvor chemisch hergestellt wurde. 

15 

Durch Klonierung in einen ( Produktions- ) Expressions- 
vektor (Plasmid) (pT7-6 der Firma Novagen) und 
(Einfuhrung) Transformation in einen (Produkt ionsstamm) 
Expressionsstamm Escherichia coli BL21 (DE3 ) pLysS (der 

20 Firma Novagen) wurde nunmehr eine Phosphomannomutase 

und GDP-Mannose- Pyrophosphorylase entwickelt, welche 
erf indungsgemaS in grofieren Mengen gewonnen werden kon- 
nen, als aus den bisher bekannten Quellen (s. Tab., 
Seite 3) . Beide Enzyme stammen aus Salmonella enterica, 

25 Gruppe B (fruher Salmonella typhimurium LT2) . Die Gene 

(rfb M codiert fiir die GDP- Mannose- Pyrophosphorylase ; 
rfb K codiert fur die Phosphomannomutase) liegen in dem 
rfb-Gen-Cluster , dessen Struktur und Sequenz von Jiang 
et al., 1991 in Mol . Microbiol. 5 (3), 695-713 aufge- 

30 kiart wurde. 
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Mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (PGR) warden die Ge- 
ne rfb M und rfb K vervielf altigt (amplif iziert ) und je 
in einen Vektor pUC18 (Firma Novagen) kloniert . Ausge- 
hend von diesem Vektor wurden die Gene rfb M und rfb K 
5 je in einen Express ionsvektor pT7-6 der Firma Novagen 

kloniert und je in einen Expressionsstamm Escherichia 
coli BL21 (DE3)pLysS eingefiihrt (transformiert) . Das 
Plasmid pT7-6 mit dem inserierten Gen rfb M wurde nun- 
mehr pERJ-1 genannt . Das Plasmid pT7-6 mit dem inse- 
10 rierten Gen rfb K wurde pERJ-2 genannt (siehe 

Fig. 1 - 3) . 

Die Produktion (Expression) der von den Genen rfb M und 
rfb K codierten Proteine (GDP-Mannose-Pyrophosphorylase 
und Phosphomannomutase) wurde durch Isopropylthiogalac- 
15 tosid (IPTG) mit 0,4 mM induziert und mit 0,03 mM Ri- 

fampicin gesteigert (siehe Fig. 4) . 

Durch mechanischen AufschluS der Zellen (Escherichia 
coli) in 50 mM Tris-HCl-Puf f er, pH 8 und 150 mM KCl und 
Zentrifugation (2 min bei 10000 rpm) wurde ein protein- 

20 haltiger Rohextrakt gewonnen. Dieser Rohextrakt wurde 

auf einen Anionenaustauscher (Q-Sepharose FF) geladen 
und die GDP-Mannose-Pyrophosphorylase durch eine Stufe- 
nelution mit 150 mM KCl und 400 mM KCl gewonnen. Das 
Eluat wurde mit 1 M Ammoniumsulf at und 20%. Glycerin 

25 (v/v) versetzt und auf eine Phenylsepharose FF aufge- 

tragen. Nach Adsorption wurde das Enzym durch einen 
Gradienten zwischen 1 M Ammoniumsulf at und 0 M Ammoni- 
umsulf at in 50 mM Tris-HCl, pH 8 , 20 Glycerin zwischen 
0,4 M und 0,1 M Ammoniumsulf at eluiert . Nach Ultrafil- 

30 tration und Umpuffern mit 50 mM Tris-HCl, pH 8 mit 150 
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mM KCl wurde die GDP-Mannose-Pyrophosphorylase auf ei- 
ner Gelf iltrationssaule chromatographiert . 

Nach Ultrafiltration wurde die GDP-Mannose- Pyro- 
5 phosphorylase mit 3 M Ammoniumsulf at versetzt und bei 

4°C gelagert . 

Die Phosphomannomutase soli uber eine Q Sepharose FF 
partiell gereinigt werden, 

Sowohl bei der PhosphomannoTnutase als auch bei der GDP- 
10 Mannose-Pyrophosphorylase handelt es sich urn monofunk- 

tionelle Enzyme, die spezifisch die fur sie beschriebe- 
ne Reaktion (I und II, siehe oben) katalysieren. 



Beide Enzyme sollen eingesetzt werden zur enzymatische 
15 Synthese von GDP-Mannose, ausgehend von Mannose nach 

dem folgenden Reaktionschema : 



Reaktionsschema 1: (siehe auch Figur 14) 

Mannose + ATP ^ Mannose- 6 -Phosphat + ADP (1) 

20 PEP + ATP r Pyruvat + ATP (2) 

Mannose- 6 -Phosphat ^ ^ Mannose- 1-Phosphat (3) 

Mannose- 1-Phosphat + GTPf=^ GDP-Mannose + PPi (4) 

PPi > 2 Pi (5) 



25 



Reaktion 1 
Reaktion 2 
Reaktion 3 
Reaktion 4 
Reaktion 5 



Hexokinase 
Pyruvat - Kinase 
Pho sphomannomu t a se 
GDP-Mannose - Pyrophosphorylase 
Pyrophosphatase 



30 
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Reaktion 1 und 2 wurde bereits zur Produktion von Mannose- 
G-Phosphat von Palanca und Turner, 19 93, in J. Chem. Soc . 
Perkin Trans. 1, 3017-3022, eingesetzt. 

5 Die so gebildete GDP-Mannose kann waiter in situ mit 

Mannosyltransf erase zu Oligosacchariden umgesetzt warden. 



Die GDP-Mannose-Pyrophosphorylase-Aktivitat wurde nach- 
gewiesen mit einem neu entwickelten kontinuierlichen 

10 spektrophotometrischen Test zur Bestimmung von Pyro- 

phosphat (PPi) produzierenden Nucleotidyltransf erasen 
(EC 2.7) . In der im folgenden beschriebenen Weise kann 
durch Vorgabe der Substrate (Zucker-1- Phosphate bzw. 
Zucker im Falle der Neuraminsaure) und Nucleosidtri- 

15 phosphate) jede beliebige Pyrophosphorylase-Aktivitat , 

die ^0,2 mU/ml Aktivitat im Testgemisch ausmachen 
kann, bestimmt werden. 



Der Enzymtest (nucleotidyltransferase substrate scree- 
20 ning assay »NUSSA' ) beruht darauf, dafi das bei der 

Nucleotidyltransferase-Reaktion (EC 2.7-7) entstehende 
Pyrophosphat mit einer Pyrophosphate abhangigen Phos- 
phofuctokinase (PP^PFK aus Pflanzen oder Bakterien EC 
2.7.1.90) mit Fruktose-6-Phosphat , in Gegenwart von 
25 Fructose-2, 6-Bisphosphat, zu Fructose- 1 , 6 -Bisphosphat 

umgesetzt wird. Dieses Produkt wird mit einer Aldolase 
zu Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) und Glycerin-3- 
Phosphat (GAP) gespalten. Aus Glycerinaldehyd- 3 - 
Phosphat entsteht Dihydroxyacetonphosphat durch die 
30 Triosephosphatisomerase. SchlieElich wird Dihydroxyace- 

tonphosphat durch die Glycerin- 3 -Phosphat -Dehydrogenase 
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zu Glycerin- 3 -Phosphat (G-3-P) mit NADH reduziert . Pro 
Mol Pyrophosphat werden 2 Mol NADH verbraucht, was pho- 
tometrisch verfolgt werden kann. 



10 



Reaktionsschema 2: 

OTP + Mannose-1- Phosphat 



PPi + Fructose -6 -Phosphat = 
Fructose - 1 , 6 - 

DHAP + GAP = 
2 GAP + 2 NADH ^ 



GDP-Mannose + PPj^ (1) 

Fructose-1, G-Pj + Pi (2) 

DHAP + GAP (3) 

2 GAP (4) 

2 G-3-P + 2 NAD (5) 



15 



( 1 ) GDP-Mannose - Pyrophosphorylase 

(2) Pyrophosphat -abhangige Phosphof ructokinase 

(3) Aldolase 

(4 ) Triosephosphat- Isomerase 

( 5 ) Glycerin- 3 - Phosphat -Dehydrogenase 



20 



Die nachfolgenden Beispiele zeigen die erf indungsgemaSe 
Arbeit sweise im einzelnen. Dabei wird Bezug genommen 
auf die angefugten Zeichnungen; es zeigt: 



25 



Fig. 1 

Fig. 2 

Fig. 3 

Fig. 4 

Fig. 5 



die Klonierungsstrategie 
den Expressionsvektor pERJ-1 
den Expressionsvektor pERJ-2 

die SDS-Gelektrophorese der exprimierten Genprodukt 
von pERJ-1 und pERJ-2 

das Chromatogramm der Gelf iltrat ion zur 
Molekulargewichtsbestimmung 
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Fig. 6: die Stabilitat der GDP-Man- Pyrophosphorylase 

bei 4°C 

Fig. 7: die Substratuberschufiinhibierung von GTP 

Fig. 8: die SubstratuberschuSinhibierung von M-l-P 

5 Fig. 9: die kompetitive Hemmung von GDP-Man 

bezogen auf GTP 

Fig. 10: die unkompetitive Hemmung von GDP-Man 

bezogen auf M-l-P 

Fig. 11: den Einflufi des pH-Wertes auf die Synthese 

10 von GDP-Mannose 

Fig, 12: die Abhangigkeit der Synthese von GDP-Mannose 

von der Enzymkonzentration 

Fig. 13: das E * t-Diagramm fur die Synthese von GDP- 

Man ausgehend von Mannose-l-Phosphat und GTP 
15 Fig. 14: Reaktionsschema der Biosynthese von GDP- 

Mannose ausgehend von Mannose 

Fig. 15: Synthese von GDP-Mannose ausgehend von 

5 mM Mannose 

Fig, 16: Kapillarelektrophorese-Chromatogramm der 

20 hergestellten GDP-Mannose 



Beispiel I 

Klonierung der Gene rfb M und rfb K aus dem rfb-Gen- 
Cluster von Salmonella enterica, Gruppe B. 

tiber eine DNA-Datenbank wurden die Gene rfb M und rfb K 
im rf b-Gen-Cluster identif iziert und die Leseraster be- 
st immt . 



30 rfb M: codiert fiir die GDP-alpha-D-Mannose- 

Pyrophosphorylase (EC 2.7.7.13) 
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Lange in Bp: 17386 - 18831 : 1445 Basenpaa- 

re 

Startcodon ATG 17386 
Stopcodon TAA TAA TAG 18 831 
Ribosomenbindestelle AAA AGA GAT AA 



rfb K codiert fiir die Phosphomannomutase (EC 5.4.2.8) 
LSnge in Bp.: 18812 bis 20245: 1433 Basenpaare 

S t ardcodon : ATG 18812 

Stopcodon: TAA 20245 

Ribosomenbindestelle: GAA GGA GTG GA 



Fur die in vitro-Amplif ikation wurden die folgenden 
Oligonucleotidprimer fiir beide Gene bestimmt. 

rfb M: 

Primer l: (rfb Ml) 5»-CTT GGG TTA CAA ATT AGG CA-3' 
Primer 2: (rfb M2) 3 ' -ATC TTT TAG AAG ACC GCG AG-5' 

rfb K: 

Primer 1; (rfb Kl) 5' -CCC CCT GAA GTT AAT TGA GA-3' 
Primer 2: (rfb K2) 3' -CCA TTT AAT CCT CAC CCT CT-5' 

Die Lange der Gene erhoht sich dabei fur rfb M auf 1633 

Bp. und fiir rfb K auf 160 6 Bp. 

Die PCR wurde wie f olgt durchgef iihrt : 
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Tabelle 1 

PCR-Ansat2 zur Klonierung von rfb M und rfb K 



rfb M 



rfb K 



10 



15 



20 



Vent -Polymerase 
Vent-Polymcrase-Puf fer (lOx) 

dATP, dCTP. dGTP, dTTP je 1,25 n»M 
Primer i 
rfb Ml 

rfb Kl 

Primer 2 

rfb M2 



rfb K2 

genomische DNA aus Salmonella 
\\i 2 ^g/lOO ^1) 
MgClj (25 rM) 



1 Mi (2U) 
10 Ml 
S4,< Ml 
1€ Ml 

6,2 Ml 
(23 pmol/Ml) 



7,4 Ml 
(19,4 praol/Ml) 



5 Ml 



10 Ml 



1 Ml 
52.1 Ml 



6,1 Ml 
(23, 6 pmol/^l) 



9,9 Ml 
(14,5 pmol/Ml) 
5 ^1 



10 Ml 



Die Ansatze warden mit je 70 ^1 Mineralol uberschich- 
tet, um Verdunstungen zu vermeiden. 

Vent -Polymerase -Puffer (BioLabs, New England) (lOx) 
200 mM Tris-HCl, pH 8,8, 100 mM KCl , 100 inM (NH^jjSO^, 
30 20 mM MgSO^, 1% Triton XlOO (w/v) 

Die Lauf bedingungen der PGR wurden wie folgt gewahlt: 



5 min 98°C 

35 2 min 95^C 

30 sec 49^C 

90 sec 72«»C 



6 mal wiederholen 
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1 min 



95°C 



45 sec 



49°C 



25 mal wiederholen 



90 sec 



720C 



2 min 



72°C 



Kuhlen 



Nach der PCR warden die amplif izierten Gene, je 1,6 kB, 
nach Lau und Sheu, 1992 in Meth. Mol . Cell. Biol. 3, 
190-192, aus einem Agarose-Gel isoliert und je in einen 
Hilfsvektor pUCi8 ligiert, der zuvor durch das Restrik- 
tionsenzym Sma I ' blund ended ' linearisiert wurde . Das 
Verhaitnis von Vektor zu DNA-Fragtnent betrug ca 1 : 4 . 
Die Ligation wurde iiber Nacht bei 14°C durchgef uhrt . 
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Tabelle 2 

Ansatze zur Ligation der PCR-Produkte in pUCl8 



^1 



T4-Ligase 1 

Ligase-Puf f er (LOx) 6 

Vektor pUClB/Smal 1 

10 H2O (steril) rfb M 12 

rfb K 18 

DNA- Fragment rfb M 10 

rfb K 4 



20-60 )ig/Ansatz 



80-240 |ag/Ansat2 



15 



Ligase-Puffer (lOx) : 0,5 M Tris-HCl, pH 7,6, 100 mM 
MgCl2, 10 0 mM DTT, 500 /xg/ml BSA 



Dieser Vektor mit dem inserierten Gen vmrde in kompe- 
20 tente Zellen von Escherichia coli DH5alpha (nach Ha- 

nahan, 1983 in J. Mol- Biol. 166, 557-580) transfor- 
miert. Dazu wurde 5 /il der Ligationsansatze und 15 ^1 
steriles HjO mit je 200 ^1 auf Eis aufgetauten kompe- 
tenten Zellen versetzt und 30 Min auf Eis inkubiert . 
25 Die Ansatze wurden dann fur 40 sec auf 42 °C erhitzt und 

wieder fur 2 min auf Eis gestellt. Zu den Ansatzen wur- 
den dann 800 /il SOC-Medium (gegeben und diese dann 
1 Stunde bei 37°C inkubiert und schlieSlich auf 
LBA«,p-ioo"Agar- Flatten ausgestrichen, die mit X-Gal be- 
30 schichtet waren. 
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SOC-Medium: pH 7, 20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g 
NaCl, 2,5 mM KCl , 10 mM MgClj, 20 tnM 
(sterilf iltrierte) Glucose, H2O ad 
5 1000 ml 

^^amp-100: 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl 
(und 15 g Bacto-Agar) 
Ampicillin 100 mg/Liter 

10 

X-Gal : 5 -Brom- 4 -Chlor-indoyl-S-D- Galactose 

(40 mg/ml) 70 ^1 pro Agar- Platte 



Aus den positiven farblosen Kolonien wurde das Plasmid 
15 pUC18/rfb M bzw. rfb K isoliert (nach Birnboim und Do- 

ly, 1979) , 

pUC18/rfb M wurde mit den Restriktionsenzymen EcoR I 
und BamH I linearisiert und das Gen rfb M aus dem Vek- 
tor heraus-geschnitten. Aus einem Agarose-Gel wurden 
20 die Gene rfb M und rfb K isoliert und in den Expressi- 

onsvektor (pT7-6) ligiert. 



25 



30 
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Tabelle 3 

Ansatze zur Ligation der Gene rfb M und rfb K in'pT7-6 



T4-Ligase 1 (0,1 Weiss-Unit) 

T4-Ligase-Puf far (lOx) 6 (siehe oben) 

Vektor pT7'6/Eco RI-BamH I 2 

HjO steril rfb M 13 

10 rfb K 17 

DNA rfb M 8 

rfb K 3 



15 Diese Ligationsansatze {pT7-6/rfb M und pT7-6/rfb K) 

wurden in kompetente Zellen (nach Cohen, Shng und Hsu, 
1972 in Proc. Nat. Acad. Sci. (USA) 69 (8), 2110-2114) 
von im Falle von rfb M Escherichia coli BL21 (DEB ) pLysS 
der Firma Novagen und im Falle von rfb K in Escherichia 

20 coli BL21(DE3) transf ormiert . 

Der Stamm, der das in pT7-€ inserierte Gen rfb M ent- 
hait wird im folgenden E. coli BL21 (DE3 ) pLysSpERJ-1 ge- 
nannt . Der Stamm, der das in pT7-6 inserierte Gen rfbk 
enthalt, wird im folgenden E, coli BL21 (DE3 ) pERJ- 2 ge- 

25 nannt , 

Die Expression der Gene rfb M und rfb K wurde wie folgt 
durchgef iihrt : 

30 Es wurden aus Vorkulturen von Escherichia coli 

BL21(DE3) pLysSpERJ-1 (5 ml LBA„p.chioramp-5o (Ampicillin 
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und Chloramphenicol je 50 mg/Liter) iiber Nacht bei 
120 rpm und 37°c; Hauptkulturen (10 ml) 2%-ig angeimpft 
und in Erlenmeyerkolben mit Schikanen bei 370C und 
120 rpm auf einem Schiittler solange angezogen bis eine 
optische Dichte, bei 546 nm, von 0,5 erreicht wurde . 
Ein Milliliter der Kultur wurde entnommen, abzentrifu- 
giert, der Uberstand entfernt und das Pellet mit 50 /il 
Probenpuffer (SDS und fi-mercaptoethanol-haltig) ver- 
setzt. Diese Probe wurde 3 min bei 9S^C erhitzt und 
nach Abkiihlen auf ein SDS-Polyacrylamidgel (Methode 
siehe unten) aufgegeben. Der Rest der Kultur wurde mit 
0,4 mM IPTG versetzt, 20 min inkubiert, worauf wieder 
1 Milliliter entnommen und wie oben behandelt wurde. 
Der Rest der Kultur wurde mit 0,03 mM Rifampicin ver- 
setzt und 60 min inkubiert . Es wurde 1 Milliliter ent- 
nommen und wie oben beschrieben behandelt . Von diesen 
Proben wurden jeweils 10 fil auf ein SDS-Polyacrylamid- 
gel aufgetragen. 

Escherichia coli BL21 {DE3 ) pERJ-2 wurde wie oben be- 
schrieben angezogen. 

SDS-Polyacrylamidgelektrophorese wurde nach (Laemmli, 
1970, in Nature 227, 680-685) durchgef uhrt . Ein Foto 
des Coomassie-Brilliant-Blue gefarbten Gels zeigt Fi- 
gur 4 . 

Isolierung der GDP-Mannose-Pyrophosphorylase aus Esche- 
richia coli BL21 

Anzucht von E.coli BL21 und AufschluS der Zellen: 
bei 37°C in einem Schuttler bei 120 rpm 



ERSATZBLAn{REGEL26) 



wo 96/27670 



22 



PCT/DE96/00371 



Ausgehend von einer Vorkultur (Uber Nacht- Inkubation, 
200 ml in einem 1000 ml Erlenmeyer-Kolben mit Schika- 
nen) vmrden je 2 Liter LB;^p.chioraTnp-so iri funf 5-Liter- 
5 Kolben mit Schikanen l%ig angeimpft und die Kulturen 

bis zu einer optischen Dichte von 0,8 angezogen 
(3.5 Stunden) . Nach 20minutiger Inkubation mit 0,4 mM 
IPTG und 60minutiger Inkubation mit 0,03 mM Rifampicin 
wurden die Kulturen abzentrif ugiert (Sorvall GS3 , 

10 8000 rpm, 10 min, 20°C) und mit 50 mM Tris-HCl, pH 8 

zweimal gewaschen. AnschlieSend wurde das Feuchtgewicht 
bestimmt (ca. 25 g) und eine 20%ige (w/v) Zellsuspensi - 
on hergestellt. Die Zellen wurden anschlieSend in einem 
Disintegrator S durch NaSvermahlung auf geschlossen. Da- 

15 zu vAirden 40 g Zellsuspension mit 80 g Glasperlen 

(0,3 mm Durchmesser) gemischt und innerhalb von 12 min 
bei 4000 Upm homogenisiert . Die Zelltrummer und die 
Glasperlen wurden durch ISminutige Zentrif ugation (Sor- 
vall GSA, 10000 rpm, 20°C) abgetrennt, einmal in 50 mM 

20 Tris-HCl, pH 8 gewaschen und wieder zentrif ugiert . Die 

tJberstande wurden vereinigt und bildeten den Rohextrakt 
fur die Anionenaustauschchromatographie an Q-Sephrose 
FF. 

25 

Q-Sepharose FF: 

400 ml Q-Sepharose FF wurden mit 226 ml Rohextrakt (mit 
11,1 mg/ml Protein) beladen. Die Stuf enelution startet 
30 mit ca. 800 ml 50 mM Tris-HCl, pH 8 und ca 1400 ml 

50 mM Tris-HCl, pH 8, rait 150 mM KCl . Das Enzym wird 
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mit ca 900 ml 50 mM Tris-HCl, pH 8 mit 400 mM KCl elu- 
iert . Diese Fraktion wird mit 1 M Ammoniumsulf at und 
20% Glycerin versetzt und auf eine Phenyl -sepharose FF 
(66 ml) geladen. Das Enzym wird mit einem linearen auf 
5 0 M Ammoniumsulf at abfallenden Gradienten von 50 mM 

Tris-HCl, pH 8 mit 20% Glycerin (Gesamtvolumen 1000 ml) 
eluiert. Die aktivsten Fraktionen, zwischen 0,4 M und 
0,1 M Ammoniumsulf atkonzentrat ion wurden vereinigt, 
nach Ultrafiltration umgepuffert (50 mM Tris-HCl, pH 8, 
10 150 mM KCl) und abschlieSend in einer Gelf iltrationsau- 

le (Superdex G-75) chromatographiert (siehe im folgen- 
den Tabelle 4) . 

Die rekombinante GDP-Mannose-Pyrophosphorylase wurde 
aus E. coli 6,3-fach angereichert . Bei einer Ausbeute 

15 von 13,5 % konnte eine spezifische Aktivitat von 

2,34 U/mg erreicht werden. Ausgehend von 0,37 U/mg 
konnte uber die Q-Sepharose ein Reinigungsf aktor von 2 
bei einer Ausbeute von 85% erreicht werden. Die nach- 
folgende hydrophobe Interact ionschromatographie an 

20 Phenylsepharose fiihrte durch das Vereinigen nur der ak- 

tivsten Fraktionen zu einem relativ hohen Verlust von 
40%, bei einer Steigerung der spezifischen Aktivitat 
auf 2,2 7 U/mg. 



25 Das Molekulargewicht der GDP-Mannose-Pyrophosphorylase 

betragt unter denaturierenden Bedingungen (SDS- 
Polyracrylamid-Gelelektrophorese) 54 kD. Zur Molekular- 
gewichtsbestimmung im nativen Zustand wurde, mit 2 ml 
(7,54 mg/ml) Enzymprobe aus der Aufreinigung siehe 

30 oben, eine Gelfitration an Sephadex G-200 {115,5 ml) 

durchgef uhrt . Die Aktivitcitsbestimmung wurde mit dem 
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nachfolgend beschriebenen erf indungsgemaften Enzymtest 
fur Pyrophosphorylasen durchgef uhrt . 2 Akt ivitatsrnaxima 
konnten bestimmt werden, die den Molekulargewichten 
208700 Dalton und 107800 Dalton entsprechen. Im nativen 
5 Zustand liegt das Enzym daher als Dimer bzw. Tetramer 

vor . 

Tabelle 4 

10 Reinigung der GDP-Mannose-Pyrophosphorylase; Ergebnisse 

der einzelnen Reinigungsschritte 



15 



Probe 



Gesanit- Gesamt- Spezifiache Reinigungs- 

protein aktivitSt AJttivitit faktor 

[mg] tUj tU/mgJ 



Ausbeute 



20 



RohextraJct 2S04 

Q-Sepharo9e FF 981 

HIC 153 
{ Phenyl seph. ) 



9X8, 1 
782, 3 
347, 2 



0, 37 
0, 79 
2, 27 



1,0 
€, 1 



100 

85,2 

37,8 



25 



UF (HIC) 126 
C-75 UF 53 
(Gelfiltration) 



270,0 
123, 7 



2. 14 
2, 34 



5, e 
6.3 



29,4 

13. 5 



30 



Folgende Untersuchungen zur Wirkungsweise und Anwendung 
der GDP-alpha-D-Mannose-Pyrophosphorylase vsrurden durch- 
gef uhrt : 



1) Untersuchungen zur Stabilitat 



35 



Das Enzym wurde bei 4°C auf seine Lagerstabilitat un- 
tersucht . Dazu vmrde eine Enzymproiparat ion mit 
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1,15 U/mg ohne Stabilisator sowie mit 0,1 mg/ml BSA, 
bzw. 3 M Ammoniumsulf at , bzw. 25% Glycerin versetzt und 
uber 47 Tage bei 4^0 inkubiert, Nach 47 Tagen konnte in 
den Ansatzen ohne Stabilisator und mit BSA eine Restak- 
5 tivitat von ca 5% gefunden werden, wahrend die Ans^tze 

mit Glycerin und Ammoniumsulf at noch Aktivitaten von 
75% bzw. 65% aufwiesen. In dem Ansatz mit Ammoniumsul- 
fat konnte noch nach 4 Monaten eine Aktivitat von 50% 
der Ausgangsaktivitat festgestellt werden (Figur 6) . 

10 

Weiter wurde die Stabilitat bei 30°C untersucht, indem 
eine definierte Stammlosung an Enzym mit 79,3 mU/mg bei 
30°C in 50 mM Tris-HCl, pH 8, 5mM MgClj inkubiert und 
nach verschiedenen Zeiten (Oh, 2 h, 6 h und 30 h) eine 
15 Aktivitatsbestimmung durchgefiihrt wurde. 



Tabelle 4a 

Temperaturstabilitat der GDP-Man-Pyrophosphorylase bei 



20 30OC 



Stunden [hj Aktivitat (mU/mgl Relative Aktivitat [%1 



0 79,3 100 

25 2 78,4 98,9 

^ 67,8 85,6 

30 53,7 67,7 



Aktivitatsbestimmung per NUSSA mit 2 mM GTP und 0,08 mM M-i-P 

30 
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2) Bestimmung der k^^- und v^^^-Werte fiir die Substrate 
GTP und Mannose-i-Phosphat (M-l-P) . 

Bedingungen: 2,27 m^/mI GDP-Mannose-Pyrophosphorylase- 
5 Praparation nach der Gelf iltration, Akti- 

vitatsbestimmung per NUSSA. 

a) Bestimmung des k^-Wertes und des v^^x-Wertes fur GTP 
Mannose-l-Phosphat wurde mit konstant 0,08 mM ein- 

10 gesetzt. GTP wurde zwischen 0,01 mM und 10 mM ein- 

gesetzt (Figur 7) 

b) BeBtimmung des k^-Wertes und des v^-Wertes fur 
M-l-P GTP wurde mit konstant 2 mM eingesetzt. 

15 Mannose-l-Phosphat wurde zwischen 0,002 mM und 

0,6 mM variiert (Figur 8) 



Tabelle 5 

20 Kinetische Konstanten fur die Substrate GTP und M-l-P 

de r GDP - Manno s e - Py r opho spho r y 1 a s e 



25 



K^-Wert (Substratuberschufi) 



GTP 

0,2mM 
2 , 4 U/ing 
10, 9 mM 



M-l-P 

0 , 01 mm 
1,8 U/mg 
0,7 mM 



30 
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3) EinfluS von GDP-Mannose auf die Synthase 



Bedingungen: 2,27 ^g/ml [in a)] und 5,67 fig/ml [in b)] 
GDP - Mannose - Pyrophosphory lase - Praparat ion 
5 nach Gelf iltration 

Aktivitatsbestimmung per NUSSA 

a) Mannose- 1-Phosphat wurde mit 0,08 mM konstant ein- 
gesetzt . 

10 GTP wurde variiert zwischen 0,08 mM und 6 mm. 

GDP-Mannose wurde mit 0 ^M, 50 und 100 im 
Test eingesetzt. 

Die Auswertung der gemessenen Aktivitaten zeigt ei- 
ne kompetitive Hemmung von GDP-Mannose bezogen auf 
15 GTP (Figur 9) . Der K^-Wert wurde berechnet zu 

14,9 flM. 



b) GTP wurde konstant mit 2 mM im Test eingesetzt. 

Mannose- 1-Phosphat wurde variiert zwischen 0,003 mM 
20 und 0,3 mM . 

Die Auswertung der gemessenen Aktivitaten zeigt ei- 
ne unkompetitive Hemmung von GDP-Mannose bezogen 
auf M-l-P (Figur 10) . Der K^-Wert wurde berechnet 
zu 118 ^iM. 



4) Subs t rat spekt rum der GDP-Mannose -Pyrophosphorylase 
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Bedingungen : Die GDP-Mannose-Pyrophosphorylase wurde 
mit 7,3 mU/mg im Enzymtest NUSSA einge- 
setzt . 



5 a) Nucleosidtriphosphate : ATP, CTP, GTP, UTP, dTTP je 

1 mM Zucker- 1- Phosphate : Mannose-l-Phosphat mit 
2,5 mM. 



b) Nucleosidtriphosphat : GTP 
10 Zucker- 1- Phosphate . : Glucose-l-P, N-Acetylgluco- 

samin-l-P, Glucosamine 1-P, Galactose- 1-P, Galactosa- 
min-l-P, N-Acetylgalactosamin-l-P, 

GlucuronsSure - 1 - P , Galact uroneaure - 1 - P , Xylose - 1 - P , 
Mannose-l-P 



Sowohl in a) als auch in b) konnte auSer mit den natur- 
lichen Substraten GTP und Mannose-l-Phosphat kein Urn- 
sat z festgestellt werden. 



5) Anwendung der GDP-Mannose-Pyrophosphorylase zur 
Synthese von GDP-Mannose 



25 Die Synthese sollte ausgehend von Mannose nach Reakti- 

onsschema 1 durchgefuhrt werden. 

Zunachst wurde die Synthese von GDP-Mannose ausgehend 
von Mannose-l-Phosphat und GTP untersucht . Hierzu wurde 
die GDP-Mannose-Pyrophosphorylase gekoppelt mit der Py- 
30 rophosphatase eingesetzt (1 U/ml) . 
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Die Synthese wurde bei verschiedenen pH-Werten (7, 8, 
9) in 50 mM Tris-HCl, 5 mM MgClj mit 2 mM GTP und 2 mM 
Mannose-l-Phosphat in einem Gesamtvolumen von 2 ml bei 
Raumtemperatur durchgef iihrt . Die GDP-Mannose- 
5 Pyrophosphorylase wurde mit 0,04 U/ml eingesetzt, die 

Pyrophosphatase mit 1 U/ml. Nach verschiedenen Zeiten 
wurden dem Ansatz 200 |il entnommen und 5 min bei 95*^C 
erhitzt , abzentrifugiert (Eppendorf - Zentrif uge, 
10000 rqm, 2 min, Raumtemperatur) und uber die Kapilla- 

10 relektrophorese analysiert. 

Uber Eichkurven und den Vergleich der Flachen konnte 
der Gehalt an GTP und GDP-Mannose bestimmt werden. Die 
Umsetzungen zeigen eine hohere Ausbeute an GDP-Mannose 
bei alkalischen pH-Werten (Figur 11) . Da die anderen 

15 Hilfsenzyme (Reaktionsschema 1: Hexokinase und Pyruvat- 

Kinase) pH-Optima zwischen pH 7 und pH 9 aufweisen 
(Boehringer-Mannheim, 19B7 in Biochemica- Information) 
vmrde fiir die weiteren Synthesen ein pH-Wert von 8 ge- 
wahlt . 

20 Untersucht wurde im folgenden die Abhangigkeit der Syn- 

these von GDP-Mannose von der Enzymkonzentration an 
GDP-Mannose -Pyrophosphorylase, die mit 0,04 U/ml, 
0,06 U/ml, 0,08 U/ml, 0,1 U/ml und 0,2 U/ml eingesetzt 
wurde. Die Umsetzungen zeigen eine erhohte Ausbeute an 

25 GDP-Mannose bei gleichbleibender Inkubationszeit und 

Erhohung der Enzymkonzentration (Figur 12) . Die Multi- 
plikation der Enzymkonzentration mit der Inkubations- 
zeit fuhrt zu einer Reaktionskonstanten (E * t) . 
Bei Variation der Enzymkonzentration bzw. der Inkubati- 

30 onszeit konnen unter Konstanthaltung des E * t-Pro- 

duktes konstante Ausbeuten erzielt werden. Bei einem 
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E * t von 20 (U*min/ml) ist das Reakt ionsgleichgewicht 
unter den gewahlten Bedingungen eingestellt und eine 
Ausbeute an GDP-Mannose von ca. 90 % erreicht 
(Figur 13) . 



Beispiel II 

Nucleotidyltransferase substrate screening assay 

(NUSSA) 

10 Reaktionsschema 2 



15 



(1) 

(2) 
(3) 
(4) 
(5) 



KTP + Zucker-I-Phoflphat 
PPi + Fructose -€-Phosphat 
Fructofle-i,6-Pi 
DKAP 4- GAP 
2 DHA.P + 2 »ADH + H* 



NDP-Zucker + PP^ 
Fructose- 1, 6- Pj + Pj 
DHAP + GAP 
2 D HAP 
2 G-3-P > NAD* 



(1) PyrophosphorylaHe, (2) pyrophosphatabhingige Phosphofructokinaae, (3) Aldolase. 
20 U) Triosephosphat- Isomerase. (5) Glycerin- 3 -Phosphat-[>ehydrogcna8e 

NTP: Nucleosidtriphosphat / NDP: Nucleosiddiphosphat / DHAP: Dihydroxyaceton- 
phoaphat / GAP; Qlycerinaldehyd-3-Phosphat / G-3-P: Glycerin- 3 -Phoaphat / HAD: 
Nlcotlns&urcamidadenosindlphosphat , reduzierte Form 

25 

O'Brien, Bowien und Wood beschrieben 1975 in J. Biol. 
Chem. 250 (22) , 8690-8695 einen gekoppelten photometri- 
schen Enzymtest zur Messuna von einer pyrophosphat- 
abhAngigen Phosphof ructokinase (PPiPFK) , wie sie erst- 
30 malig von Reeves et al,, 1974 in J. Biol. Chem. 249, 

7737-7741, in Entamoeba histolytica entdeckt wurde . 
Hierbei wurde die PP^PFK gekoppelt mit der Reaktion der 
Aldolase (Reaktion 3) , der Triosephosphat isomerase 
(Reaktion 4) und der Glycerin- 3 -Phosphat- Dehydrogenase 



ERSATZBLAH (REGEL 26) 



wo 96/27670 PCT/DE96/0037 1 

31 

(Reaktion 5). Die Reaktion wurde photometrisch bei 
34 0 nm verf olgt . 

Der folgende Enzymtest (NUSSA) koppelt erf indungsgemaS 
die Reaktion der Nucleotidyltransferase mit diesem 
5 Testsystem und ermoglicht somit die Messung einer be- 

liebigen Pyrophosphorylase bzw. eines beliebigen Pyro- 
phosphat-f reisetzenden Enzyms- Der Test NUSSA wurde op- 
timiert auf die Messung in Microtiterplatten in 200 ptl 
Gesamtvolumen . 



Tabelle 6 

Zusammensetzung des Enzymtests NUSSA 

Bndkonzent ration PPiPFK-Teet Pyrophosphorylaae- 

15 Test 



TriB-HCl. pH 6 


SO nK 






MgCl2*6 HjO 


5 m 


128 Ml 


106 \x 


NADH 


0,15 mM 


10 til 


10 Ml 


Fructose - 6 - Phosphat 


2,5 ftM 


10 Ml 


10 Ml 


Fruct09e-2, fi-Pj 


1 iM 


10 Hi 


10 Ml 


PPi 


2.5 OM 


10 Ml 




Zucker-1- Phosphat 


var label 




10 Ml 


KuXIeosldtriphosphat 


variabel 




10 Ml 


PPiPFK-Pr4paration 


varlabel 


20 Ml 


10 Ml 


Aldolase 


0.09 U/200 


4 Ml 


4 Ml 


Triosephosphat-lsonieraae 


1 U/200 Hi 


4 til 


4 Ml 


Glycerin- 3- Phosphat - 








Dehydrogenase 


0.136 U/200 ;il 


4 Ml 


4 Ml 


Pyrophosphorylase - 








Praparatioa 


variabel 




20 Ml 



Das Gesamtvolumen betrug 200 ^1. Die Ansatze vAirden in 
35 einem Titertek-Photometer Molecular Devices, Miinchen) 

photometrisch vermessen. In Falle des PP^PFK-Tests vmr- 
de mit PP^ gestartet, im Falle der Pyrophosohorylasen 
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wahlweise mit dem Zuckerl-Phosphat oder dem Nucleosid- 
triphosphat . 

Zur Berechnung der Aktivitat wurde folgende Formel an- 
5 gewendet : 



AE (mOD/Zeit) * Probenverdunnung * MeSvoluroen 

U/ml « 

10 



15 



20 



30 



1000 * Probenvo lumen * d * Zna* * 2 
10* AE/min * ProbenverdOjinung * 200 ^1 
lO' • 20^1 * 0,67 cm • 6, 3 (l*mmoir* *cm'M * 2 
■ AE ♦ Probenverdunnung * 0,0012 ^ntol/ml * min 

Anwendung des Enzymtests NUSSA 

1) Beispiel siehe oben: Aktivitatsmessungen der GDP- 
Mannose - Pyrophosphory lase 



2) Beispiel : Anwendung des NUSSA zum Screening auf Py- 
25 rophosidhorylasen in zwei verschiedenen Enzymquel- 

len: 

a) Escherichia coli BL21 {DE3 ) pLysSpERJ- 1 

b) Reis (Oryza sativa L.) 



Zur Anwendung des Tests muS die PP^PFK aufgereinigt 
werden. Als einfache und gut verfiigbare Enzymquelle 
wurde die Kartoffel (Solanum tuberosum L.) gewahlt. Die 
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Aufreinigung wurde nach der von van Schaftingen et al . , 
1982 in Eur. J. Biochem. 129, 191-195 beschriebenen 
Methode durchgef vihrt . Das Enzym (PPiPFK) wurde in 25% 
Glycerin bei -20°C aufbewahrt. 

5 

Escherichia coli BL21 {DE3 ) pLysSpERJ-1 wurde, wie oben 
beschrieben, angezogen und aufgeschlossen . Das erhalte- 
ne Rohhomogenat wurde bei 10000 rpm, 2 min, 20°C abzen- 
trifugiert und im Enzymtest eingesetzt (21.02 mg/ml) . 
10 Der Reis wurde nach Elling, 1993 in Patent DE 42 21 595 

CI, aufgeschlossen, bei- 10000 rpm, 10 min, 20 OC ab- 
zentrifugiert und als Rohextrakt (4.26 mg/ml) im En- 
zymscreening eingesetzt. Als Substrate wurden getestet : 

15 a) Nucleosidtriphosphate : ATP, CTP, GTP, UTP, dTTP je 

1 mM im Test mit Glucose-l-Phosphat (2.5 mM) 

b) Nucleosidtriphosphat UTP (1 mM) 

2ucker-l -Phosphate je 2,5 mM im Test 



20 



Die Tabelle 7 zeigt die spezifischen Aktivitaten von 
Pyrophosphorylasen in einer mikrobiellen und einer eu- 
karyotischen Enzymquelle. 



25 



30 



ERSATZBLAn(RE6EL26) 



wo 96/27670 PCT/DE5>6/0037 1 

34 

Tabelle 7 

Spezifische Aktivitaten von Pyrophosphorylasen 
in E.coli und Reis 

a-D-2ucker- l-Phoaphate KTPs E. coli Reis 

[2,5 tnM] [ 1 mM) [mU/mg] [mU/mg] 



a- D-Glucose - 1 - Phosphat 


+ 


ATP 


2,76 






+ 


CTP 


0,75 






+ 


GTP 








+ 


UTP 


214. 10 


982,4 




+ 


dTTP 


10, 32 


B, 9B 


a - D - Glucosamin- 1 - P 


+ 


UTP 


2, 75 




a-D-GlcNAc-1 


+ 


UTP 


2, 02 


0,27 


a-D-GaIactose-l~P 


+ 


UTP 


1 


10, 41 


a-D-Galactosamin-l-P 




DTP 




0,25 


a-D-GaLNAc-l-P 




UTP 




0,18 


a - D -G lucuronsAure - 1 - P 


+ 


irrp 


4, 72 


14, 27 


a-D-Galacruronsaure-l'P 


4- 


UTP 


3 .66 


2, 94 


a-D-Xylose- 1-P 




DTP 




0, 42 


a-D-Manose-l-P 




GTP 


3.41 


1. 51 



20 Mg/ml E. coli BL21 (DE3 ) pLysS-pJBR- 1 -Rohextrakt im Testansatr, 1,06 i^g/ml bis 
0,14 mg/ml Oryza sativa-Rohexcrakt im Teatansatz. Aktivitfttsbesttmimg per NUSSA 

Zur Analytik der Synthese der GDP-Mannose wurde eine 
Kapillarelektrophorese {Gerat: Firma Beckman) angewen- 
det . Als Methode wurde die Kapillarzonenelektrophorese 
TTiit einem Boratpuf f erSystem eingesetzt. Hierzu wurden 
40 ml 0,4 mM Borsaure und 20 ml 0,1 mM Natriumborat ge- 
mischt und mit 140 ml H2O aufgefullt. In diesem Ver- 
haltnius gemischt stellt sich ein pH-Wert von ca. 8,3 
ein. Die Stromspannung wurde mit 25 kV vorgewahlt . Die 
Stromstarke stellte sich ein auf ca. 35-7 /lA. 
Um die Konzentrationen aus den Elektropherogrammen be- 
stimmen zu konnen, wurden von GDP-Mannose und GTP ver- 
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schiedene Konzentrationen zwischen 0,02 mM und 0,4 mM 
in 50 mM Tris-HCl, pH 8 mit 5 mM MgClj angesetzt und 
uber die Kapillarelektrophorese analysiert. Aus der 
Auftragung der Flache gegen die theoretisch eingesetzte 
5 Konzentration (mM) resultiert eine Gerade, so daS eine 

lineare Regression durchgefiihrt werden konnte: 

GTP y = b * X + a mit a: 0.0534 

b: 3.5314 

10 r: 0.991 

Fehlerquadratsumme: 0.4024 * 10 ^ 



GDP-Mannose : 



y = b * X + a mit 



15 



a: 0.0552 
b: 3.4742 
r: 0.994 



Fehlerquadratsumme: 0-7178 * 10" 



Isolierung der Phosphomannomutase aus E. coli BL2l(DE3) 



20 Anzucht von E. coli BL21 und AufschluB der Zellen: 

bei 37°C in einem Schuttler bei 120 rpm wie bei der 
GDP-Mannose-Pyrophosphorylase , 



Der gewonnene Rohextrakt wurde auf einen Anionenaustau- 
25 scher gegeben: 

Q-Sepharose FF: 

77 ml Q-Sepharose FF wurden mit 122 ml Rohextrakt (mit 
14 mg/ml Proteingehalt ) beladen, Es wurde ein linear 
ansteigender Gradient (50 mM Tris-HCl, pH 8, 0-600 mM 
30 KCl) angelegt und das Protein zwischen 280 und 460 mM 

KCl eluiert. Die aktiven Fraktionen wurde vereinigt und 
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das Protein mit 3 M (1^4)2304 prazipitiert . Nach Zen- 
trifugation (15 min, 10000 rpm, 4 OC) wurde das Pellet 
in 5 ml Tris-HCl, pH 8 aufgenommen . Das Enzym konnte 
mit einem Reinigungsf akor von 2.4 und einer Ausbeute 
5 von 78 % gewonnen warden. 



10 



Tabelle 8 

Partielle Reinigung der Phosphomannomutase 

Gesarat- Gesamt- spezifiache Voluraen Reinigunga- Ausbeute 

protein WctivitSt Aktivitit faktor 

[mgl tU) [U/mgD [ml] t*) 



15 



Rohextrakt 
Q-Sepharose 



1703,1 
554,2 



1B7, 9 
146, 5 



0.11 
0. 26 



112 
240 



1 

2,4 



100 
78 



20 



Enzymatische Synthase von GDP-a-D-Mannose ausgehend von 
Mannose 



25 Die enzymatische Synthese von GDP-Mannose (Figur 14) 

verlauft ausgehend von Mannose uber die Hexokinase- 
katalysierte Phosphorylierung an C6 , die Isomerisierung 
von Mannose-6-Phosphat zu Mannose- 1-Phosphat durch die 
Phosphomannomutase und die Umsetzung von Mannose- 1- 

30 Phosphat mit GTP zu GDP-Mannose durch die GDP-Mannose - 

Pyrophosphorylase . 

Das eingesetzte ATP wird rezykliert, indem das bei der 
Hexokinasereaktion entstehende ADP mit Phosphoenolpyru- 
vat unter der Katalyse durch die Pyruvat- Kinase zu ATP 



ERSATZBUn(REGEL26) 



wo 96/27670 PCT/DE96/00371 

37 

und Pyruvat umgewandelt wird (Wong et al . , 1995 in An- 
gew. Chem. 107, 569-593) (Figur 15) . 

Die Synthase in grofSerem MaSstab wurde im 'repetitive 
batch' -Verfahren durchgef uhrt . Das Gesamtvolumen des 
5 Syntheseansatzes betrug 80 ml. Die folgende Tabelle 

zeigt die Zusammensetzung des Syntheseansatzes: 





Eingesetzte Menge 


Endkonzent ration 


GTP 


253 ng 


5 nM 


Nannose 


72, 1 mg 


5 niM 


PEP 


125 mg 


7,5 raM 


ATP 


a e , 2 ng 


2 TRM 


Glc-l,6-p2 


1 mg 


0,25 mM 


Hexo)cin«Be 




1 XJ/ml 


Pyruvat -Kinase 




40 U/ml 


PHK 




1 U/ml 


GDPM-PP 




1 U/tnl 


PPase 




2 U/ml 


Tris-HCl, pH B 




SO mM 


MgCla 




10 nM 


KCl 




10 niM 



PMM: Phosphomannomutase ; PPase: Pyrophosphatase; GDPM-PP: GDP-a-D-M2mnose- 
Pyrophospho ryl ase 

25 



Nach 24 Stunden wurde der Ansatz uber ein Ultrafiltra- 
tionsmodul mit einer YM lO-Metnbran (cut off von 10 kD) 
der Firma Amicon (Witten) auf 5 ml eingeengt und mit 

30 50 mM Tris-HCl, pH 8, 10 mM KCl, 10 mM MgCl2 auf 50 ml 

aufgefullti wieder eingeengt und erneut aufgefullt und 
auf 5 ml eingeengt. Das proteinhaltige Retentat vmrde 
fur einen erneuten Syntheseansatz mit Substratlosung 
(75 ml) versetzt und erneut 24 Stunden inkubiert . Diese 

35 Vorgehensweise wurde noch ein weiteres Mai wiederholt. 
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Die Filtrate wurden mit alkalischer Phosphatase 
(1 U/ml) versetzt und 24 Stunden inkubiert, um Nucleo- 
sidmono-, di- und triphosphate bzw. Zucker-Phosphate 
wie Mannose-6- oder 1-Phosphat zu dephosphorylieren . 
5 Der aktivierte Zucker wird von der Phosphatage nicht 

angegrif f en, 

Insgesamt warden dreimal 2 53 mg (0,4 mmol) GTP mit 
216,3 mg Mannose umgesetzt. Die Uberprufung der Ausbeu- 
10 ten nach je 24 Stunden ergab: 

Ausbeute 



Ansatz 1: 4,4 mM GDP-Mannose: 88% 

15 Ansatz 2: 4,8 mM GDP-Mannose: 96% 

Ansatz 3: 2 , 8 mM GDP-Mannose: 56% 



Mittlere Ausbeute in 72 Stunden: 80 % 



Dies entspricht 581 mg GDP-Mannose, bezogen auf die 
20 freie Saure (605,3 g/mol) . 

Nach der Inkubation mit alkalischer Phosphatase wurden 
die AnsStz ultraf iltriert und vereinigt und auf einen 
Anionenaustausche Dowex*^ 1x2 Cl', Serva) gegeben. 

25 

Die GDP-Mannose wurde nach einem linearen Gradienten 
zwischen 0 und 0,5 M LiCl (500 ml) mit 1 M LiCl elu- 
iert. Die GDP-Mannose enthaltende Losung (900 ml mit 
0,92 mM GDP-Mannsoe) wurde uber einen Rotationsverdamp- 
30 fer eingeengt . Diese Fraktion wurde iiber Sephadex G-10 

gelfiltriert und anschlieSend die GDP-Mannose enthal- 
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tenden Fraktionen lyophilisiert . Das Lyophilisat wurde 
in wenig Wasser gelost und tnit eiskaltem Aceton ver- 
setzt. Die ausfallende GDP-Mannose wurde abfiltriert, 
in Wasser auf genommen , lyophilisiert und iiber die Ka- 
pillarelektrophorese durch Vergleich der Flache mit ei- 
ner Eichkurve analysiert. Figur 16 zeigt das Elektro- 
pherogramm der unverdiinnten Probe (1 tng des Lyophili- 
sats/ml Wasser) . 

Insgesamt konnten 199 mg GDP-Mannose in 500 mg Lyophil- 
sat erhalten werden. 



15 
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Patentanspriiche 



1. Mannose- bzw. mannosederivat -spezif ische, aus Mikro- 
organismen isolierbare GDP-Mannose- Pyrophosphorylase 
(GDP-Man-PP) mit einer spezifischen Aktivitat 

> 2 U/mg. 

5 

2. GDP- Mannose -Pyrophosphorylase nach An- 
spruch Ipbakteriellen Ursprungs. 

3. Verfahren zur Gewinnung von GDP-Man-PP, 

10 dadurch gekennzeichnet, 

daS man einen im Hinblick auf die Bildung von GDP- 
Man-PP rekombinanten Stamm von auf Enzymproduktion 
ausgelegten Mikroorganismen in angepaStem Medium 
kultiviert; die geernteten Zellen aufschlie&t und 

15 den durch Zentrif ugieren erhaltenen Rohextrakt auf 

einen Anionenaustauscher gibt, der einer Stufen- 
Gradienten-Elution unterworfen wird, aus deren en- 
zymangereicherter Fraktion die GDP-Man-PP durch 
"Hydrophobe Interakt ions- Chromatographic" (HIC) mit 

20 linear abfallendem (NH^) 2S04-Gradienten gewonnen 

wird . 

4. Verfahren nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

25 daS man einen durch Inserierung des fur die GDP-Man- 

PP kodierenden Gens rfb M in ein Plasmid und Ein- 
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schleusung desselben in einen geeigneten Produzen- 
ten-Stamm erhaltenen rekombinanten Stamm verwendet. 



5. Verfahren zur Herstellung von GDP-Mannose, 
5 dadurch gekennzeichnet, 

daS man Mannose-l-Phosphat enzymatisch in Gegenwart 
von GDP-Man-PP nach Anspruch 1 mit GTP umsetzt . 



6. Verfahren nach Anspruch 5, 
10 dadurch gekerjuzeichnet, 

daB das Mannose-l-Phosphat durch Umwandlung von Man- 
nose-6-Phosphat mit Hilfe von Phosphomannomutase ge- 
bildet wird. 



15 7. Zur Umwandlung von Mannose- 6 - Phosphat in Mannose-1- 

Phosphat befahigte Phosphomannomutase mikrobiellen 
Ursprungs . 



8. Phosphomannomutase nach Anspruch 7, 

20 erhalten aus einem durch Inserierung des fur die 

Phosphomannomutase kodierenden Gens rfb K in ein 
Plasmid und Einschleusung desselben in einen geeig- 
neten Produzenten- Stamm erhaltenen rekombinanten 
Stamm, insbesondere Bakterienstamm. 

25 

9, Photometrischer Nucleotidyltransf erase-Test NUSSA 
mit fiinfstufiger Umsetzung gemafi Reaktionsschema 2 
von Seite 8, bei dem NADH photometrisch ermittelt 
und gemafi der Beziehung 2 Mol NADH Verbrauch ent- 

30 sprechen 1 Mol umgesetztes NTP umgerechnet wird. 
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Strategie der Rfb- Proteinuberexpression 



PCR prod, bunt-end 
Ligation in Smo I 




Fremdgen 



(Smal) 
lac I ^ EcoR I 



Expression von 
rfbK und rfbM 



EcoRI/BamHI 



BamH 




Fremdgen 



EcoR I 



FIG. 1 
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FIG. L 



Spur 1 : E.coli BL21(DE3)pLysSpERJ-l ohne IPTG, ohne Rifampicin 
Spur 2 : dito 



Spur 3 




E.coli BL21(DE3)pLy9SpT7-6 


ohne 


IPTG, 


ohne Rifampicin 


Spur A 




E.coli BL21{DE3)pERJ-2 


ohne 


IPTG, 


ohne Rifampicin 


Spur 5 




E.coli BL21(DE.3)pT7-6 




ohne IPTG, 


ohne Rifampicin 


Spur 6 




vie Spur 1, 


aber 


mit 


IPTG, 


ohne Rifampicin 


Spur 7 




vie Spur 2, 


aber 


mit 


IPTG, 


ohne Rifampicin 


Spur 8 




vie Spur 3, 


aber 


mit 


IPTG, 


ohne Rifampicin 


Spur 9 




vie Spur A, 


aber 


mit 


IPTG, 


ohne Rifampicin 


Spur 10 




wie Spur 5, 


aber 


mit 


IPTG, 


ohne Rifampicin 


Spur 11 




vie Spur 1, 


aber 


mit 


IPTG, 


mit Rifampicin 


Spur 12 




vie Spur 2, 


aber 


mit 


IPTG, 


mit Rifampicin 


Spur 13 




wie Spur 3, 


aber 


mit 


IPTG, 


mit Rifaapicin 


Spur 14 


• 


vie Spur 4, 


aber 


mit 


IPTG, 


mit Rifampicin 


Spur 15 




vie Spur 5» 


aber 


mit 


IPTG, 


mit Rifampicin 
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Gelfiltration on Sephodex 200 




Elutionsvotumenlml] 

Gelvolumen:11B.5 ml, Trrs-HCI/ KCI (50mM/150mM), pH8j Iml/min 
Probe: 2ml mtt 75^mg/ml UF-Koruentrat der 675 mit T768U/ml 



FIG. 5 



TemperaturstabilitQt bei t*C 




FIG. 6 



20 30 LQ 

Tage 

A mit 3 M Ammoniumsulfat 
m mit 25 % Glycerin 
oohne Stabilisator 
■ mit ai mg/m( BSA 



50 
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Substratiiberschussinhibierung fiir 61 P 
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Substratiiberschussinhibierung fiir M-1-P 
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Kompetitive Hcmmung von GDP- Man bezogen auf OTP 
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Abhangigkeit der Synthese von GDP-Mon 
von der Enzymkonzentration 




0 to 00 120 160 200 2(.0 200 320 360 
rir 10 Zcittmin] 



ERSATZBUn(RE6EL26) 



wo 96/27670 



PCT/DE96/00371 



8/10 



aj 



i 



E»T-Diogramni fur die Synthese von CDP-Mon 
Dus M-l-P und OTP 
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Enzymotische Synthese von GOP-oC-D-Mannose 
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Zeit [h] 



Synthese von GOP-Monnose ausgehend vonSmM Monnose und GTP 

HK 1 U/ml;PMM 1 U/ml;PK tO U/ml; P Pose 2 U/ml; PEP 7.5 mM;GTP 5mM; 

Monnose 5 mM; ATP 2mM ; Glc-1.6-p20.25mM; Tris-HCl 50mM,pH BjKCt 10mM;M9Cl2 10 mM 

Gesomtvolumen 2ml p|Q i^ 
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